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Objetivo: Esta tese tem por objetivos: avaliar a agregação plaquetária e o comportamento 
da pressão arterial  em três momentos (sem alho; alho dose única (3,5 g) e alho dose diária 
(3,5 g) duas vezes ao dia por 4 dias) em voluntários sadios; Analisar a resposta de 
agregação plaquetária in vitro adicionando extrato de alho diluído em PRP e por ultimo 
correlacionar os dados obtidos da analise da agregação com os parâmetros TxB2, GMPc 
entre in vivo e in vivo.   
Para Analise em in vivo foram selecionados dezoito (18) voluntários do sexo masculino, 
entre 18 a 45 anos, saudáveis, para estudo não randomizado, aberto e divididos em tres 
grupos (Grupo Sem alho; Grupo Com Alho Único e Grupo Alho Diário). 
Amostras de sangue dos voluntários foram coletadas de acordo com horários  
pré-estabelecidos. 
Após execução da agregação plaquetária, Pressão arterial através da MAPA e quantificação 
dos níveis de TXB2, foram realizadas análises estatisticas. 
Para analise in vitro foram selecionados 5 voluntários sadios, de ambos os sexos, isentos de 
qualquer medicação uma semana antes coleta. O sangue foi coletado e o PRP foi separado e 
adicionado extrato de alho em volume determinado. 
Após execução da agregação plaquetária  e quantificação dos níveis de TXB2, foram tb 
realizadas análises estatisticas. 
Tendo estes dados tanto in vivo quanto in vivo procedeu-se a analise comparativa entre eles.  
Resultados : Na analise in vivo, tanto a agregação plaquetária quanto a inibição da 
formação de TxB2 não se observou diferença entre os outros grupos  independente do 
agonista utilizado.  
Na analise in vitro, os resultados sugeriram que o extrato de alho, em quantidades 
pequenas, inibi a agregação plaquetária  
Os resultados se confirmaram com o TXB2, pois quantidades de extrato que foram capazes 
de inibir a agregação plaquetária induzida por todos agonistas, inclusive àquela induzida 
por AA, não causou diminuição significativa da síntese de TXA2 induzida por AA. 
Houve variação significativa da PA sistólica e FC com administração diária de alho fresco 
comparada ao sem alho e alho único. 
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Conclusão: Concluímos que outros mecanismos podem estar envolvidos na inibição da 
agregação plaquetária que não da inibição da ciclooxigenase plaquetária quando utilizado o 
extrato de alho.  
Não há uma inibição da agregação plaquetária através da ação sobre a ciclooxigenase 
quando observado em voluntários que ingeriram alho fresco. 
A administração de alho in natura, pequenas quantidades (3,5g de dente de alho = 16 mg 
alicina/g de alho) pode contribuir para promover alterações no comportamento 
hemodinâmico como observado através da MAPA em voluntários sadios.  
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 ABSTRACT 
 xix
Objective: This thesis has as objectives: to evaluate the platelet aggregation and the 
behavior of  blood pressure in three moments (control; garlic single dose (3,5 g) and garlic 
daily dose (3,5 g) twice a day for 4 days) in healthy volunteers; To analyze the in vitro 
platelet aggregation answer adding garlic extract diluted in PRP and the last to correlate the 
obtained data from the aggregation analysis with the TxB2, GMPc parameters between in 
vivo and in vivo.     
For the in vivo Analysis eighteen (18) healthy volunteers of the masculine gender between 
18 and 45 years old were selected, for an open, non-randomized study and divided into 
three groups (Control; Group With Single Garlic and Group Daily Garlic).   
Samples of the volunteers' blood were collected according to the pre-established schedules.   
After execution of the platelet aggregation, blood Pressure through AMBP and 
quantification of TXB2 levels , statistical analyses were accomplished.   
For in vitro analysis 5 healthy volunteers of both genders were selected, free of any 
medication one week before collection. The blood was collected and the PRP was separated 
and added garlic extract in determined volume.   
After execution of the platelet aggregation and quantification of TXB2 levels, statistical 
analyses were also accomplished.   
Having these in vivo data as well in in vivo the comparative analysis between them was 
preceeded.    
Results: There was significant variation of the systolic BP and HR with daily 
administration of fresh garlic compared to control and single garlic.   
Regarding the platelet aggregation it was observed difference between the daily garlic 
group and the other two groups (P <0.005) when used agonist arachidonic acid. 
In the in vitro analysis, the results suggested that the garlic extract, in small amounts, can 
inhibit the platelet aggregation without affecting in a significant way the activity of 
ciclooxygenase.    
The results were confirmed with the TXB2, for amounts of extract that were capable to 
inhibit the platelet aggregation induced by all agonists, including that one induced by AA, 
didn't cause significant decrease of TXA2 synthesis induced by AA.   
Abstract 
xx
Conclusion: We concluded that other mechanisms can be involved in the inhibition of the 
platelet aggregation other than the inhibition of the platelet ciclooxygenase when used the 
garlic extract.    
There is not an inhibition of the platelet aggregation through the action on the 
ciclooxygenase when observed in volunteers that ingested fresh garlic.   
The administration of garlic in natura, small quantities (3,5g garlic glove = 16 mg allicim/g 
garlic) can contribute to promote alterations in the hemodynamic behavior as observed 
through the AMBP in healthy volunteers. 
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1.1-ALHO 
Há vários séculos, o alho (Allium sativum) (Lau, 1983; Block, 1985) vem sendo 
utilizado no tratamento das mais variadas doenças.(Agarwal, 1996; Jain et al., 1993) Seu 
uso medicinal foi mencionado em antigos textos médicos existentes, tais como papirus de 
Ebers. (Fenwick & Hanley, 1985; Agarwal, 1996)  
O alho tem um efeito multiterapêutico em humanos. As primeiras evidências 
descritas pelos antigos sobre sua ação medicinal era de ser um potente antibiótico. Relatos 
posteriores demonstraram efeitos benéficos na prevenção de doenças cardiovascular como a 
ateroesclerose e doença coronariana com redução nos níveis de colesterol, triglicerídeo, 
pressão arterial tanto sistólica quanto diastólica e um aumento na atividade fibrinolítica. 
Mostrou também atividade anti trombótica com atuação sobre as plaquetas 
O alho pertence ao genêro Allium que inclue 114 espécies das quais 25 são 
marcadamente relacionadas ao alho. (Mathew, 1996) Muitas espécies crescem na região 
fitogeográfico do Mediterrâneo, Irano-Turinan e em outras áreas onde o inverno é fraco e o 
verão é quente e sêco. 
Pó, extrato e óleo à base de alho são empregados pela medicina popular das 
mais diferentes regiões como a chinesa, egípcia, indiana. 
O alho contém altos níveis de fósforo, potássio, compostos sulfúricos e zinco, 
níveis moderados de selênio, vitamina A e C; baixos níveis de cálcio, magnésio, sódio, 
ferro, manganês e vitaminas do complexo B. (Agarwal, 1996)
Um fator de distinção do alho dos outros Alliaceae é seu metabolismo 
sulfúrico; caracterizado pela síntese e armazenamento de quantidades de sulfóxido S-
alq(en)il cisteína (CSOs) e compostos relacionados. O processo envolve a retirada de 
compostos sulfúricos do subsolo (Nielsen et al., 1991). 
Há evidência de que a síntese de CSOs ocorre nas folhas e é translocado para o 
bulbo. 
Duas vias bioquimicas foram propostas: o glutation (Lancaster & Shaw, 1989) 
e via serina. (Lawson, 1996) 
Supõe-se que o substrato é ativado durante o processo de armazenamento e no 
brotamento. E mais tarde durante a maturação do bulbo (figura 1). 
Introdução 
23
Na via Glutation, as falhas estão muito presentes pois há um número de 
intermediários para serem descobertos e um número de enzimas para serem identificadas. 
Na via Serina, é muito mais hipotético, porém imagina-se que a serina e mais uma fonte 
desconhecida de alil-S forma-se a S-alq(en)il cisteína (SAC), através de conversão, é 
transformada em CSOs. 
No alho há três CSOs que foram encontrados: Alin (sulfóxido 2-propenil 
cisteína), Isoalin (sulfóxido 1-propenil cisteína) e metim (sulfóxido metil cisteína). 
(Freeman & Whenham, 1975) 
Destes três, alim o qual é precursor de compostos com bioatividade, representa 
70 a 80% do total de CSOs no alho. 
O CSOs e alinase (a enzima que catalisa a conversão de CSOs) estão dispostos 
em diferentes tecidos no alho. (Ellmore & Fedeberg, 1984) A formação dos CSOs é 
extremante rápida. Dano mecânico ao alho resulta na completa conversão e liberação de 
alim dentro de 10 sec. à temperatura ambiente.(Rabinkov et al., 1984)  Os produtos 
formados a partir da ação da alinase sobre o alin são: Ácido sulfênico S-alq(en)il, ácido 
pirúvico e amônia. 
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Figura 1-Vias propostas para biosintêse de CSOs do alho 
 
Ácido sulfênico S-alq(en)il tem um tempo de meia vida extremamente curto e 
rapidamente condensa a forma de Tiosulfinetos (especialmente dialil tiosulfineto ou 
alicina). (Block, 1992) Conversões futuras ocorreram não enzimaticamente e dependente 
largamente do ambiente na qual os componentes estão presentes.  
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Além da alicina vários outros compostos que foram identificados e isolados, 
sendo estes 33 compostos sulfúricos (alil-metanotiosulfinato, dialil dissulfito,  
dialil-trisulfito, alil-metiltrissulfito, ajoene, S-alil-mercaptocisteína, adenosina, alixina, etc) 
e 17 aminoácidos (alanina, arginina, ácido aspártico, asparagina, histidina, leucina, 
metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano, valina, e outros) (Figura 2).  
γ−Glutamil cisteína
alin
alicina
S-alil cisteína (SAC) DAS, DADS, DATS, ditiin, ajoene, etc.
COOHS
NH2 (S)n
O
(n=1~6) S (S   )S
C OOH
NH2
HOOC
O
C N
H
SH
S COOH
NH2O
O
SS
Corte ou ruptura
alinase
S
S
 
Figura 2-Mudanças quimicas no alho. Dente de alho intacto contém altas quantidades  
de -glutamilcisteinas. Estes compostos podem ser hidrolizados e oxidados para 
forma Alim, a qual acumula naturalmente durante dente de alho estocado em 
temperaturas frescas. Depois de processada como corte, fervura ou desidratação, a 
enzima vacuolar, Alinase, rapidamente lisa sulfóxido cisteína citosólica (Alim) 
para a forma Alquil alcano tiosulfinato, citotóxico e odorifero bem como Alicina. 
Alicina e outros tiosulfinatos instataneamente decompõem-se a outros compostos 
como dialil sulfido (DAS), dialil disulfido (DADS) e dialil trisulfido (DAT), 
ditins e ajoene. Ao mesmo tempo, -glutamilcisteinas são convertidas a  
S-alilcisteina (SAC) via um trajeto outro que a via Alim/Alicina. SAC contribui 
pesadamente aos benefícios saudáveis do alho. (Amagase et al., 2001) 
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Outro composto com atividade biológica relacionada a alicina é o ajoene 
(Mansell & Reckless, 1991). 
O ajoene (4,5,9-tritidodeca-1,6,11 9-óxido) é um líquido que se apresenta com 
menos coloração e odor (Agarwal,1996). Foi isolado pela primeira vez, a partir de um 
extrato metanólico de alho fresco (Barnard & Linter, 1992; Agarwal,1996). 
É um composto não volátil, formado a partir da alicina. No entanto, o ajoene 
não é encontrado, normalmente, em destilado a vapor de alho, pílulas de alho e pó de alho 
comercial. 
 
Figura 3-Conversão da alina  em  alicina sob  a  ação da enzima alinase e da alicina em 
1.1.1-Alho e Agregação Plaquetária 
emonstraram que extratos de alho promovem 
diminuição
ação plaquetária in vitro com extrato 
de alho fres
 
isômeros do ajoene (Srivastava & Tyagi,1993) 
 
Analisando estudos in vitro d
 da agregação plaquetária (Bordia, 1978; Ali, 1995; Ali et al., 1999). Alguns 
componentes isolados mostraram-se como inibidores da agregação plaquetária  e causaram 
redução na síntese de tromboxano (Srivastava, 1984). 
Srivastava (1984) realizou estudo da agreg
co. Utilizou-se de agonistas como ADP, Epinefrina, Colágeno e  A.A. Mostrou 
que a inibição da agregação é dose-dependente quando induzida pelo ADP, Colágeno e 
AA. Doses mínimas de extrato foram capazes de obter a mesma concentração de TXB2 
quando dispensadas concentrações altas do mesmo extrato induzida pelo agonista AA. 
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Concluiu que deve haver outros mecanismos envolvidos na inibição plaquetária devido a 
baixa sintese de TXB2 (dados não publicados). 
Mayeux et al., 1988, conduziram estudo in vitro, para determinar o efeito da 
Alicina, sin
Ali (1995) estudou o efeito do extrato oleoso de alho sob a atividade da 
ciclooxigen
4) e Mayeux et al (1988) 
estão em co
onsiderando que existam outros mecanismos envolvidos na agregação que não 
pela inibiç
tetizada em laboratório, sobre a agregação plaquetária em plaquetas humanas 
(PRP) e o metabolismo de Acido Arquidônico e prostaglandina H2(PGH2). A Alicina pura, 
em doses farmacológicas diferentes, respondeu inibindo a agregação induzida por três 
agonistas diferentes. Obteve que a inibição ocorre por diferentes vias e que mesmo após 
adição de papaverina, que teria efeito aditivo na resposta da Alicina diminuindo a 
mobilização de cálcio porém sem alterações dos níveis de AMPc. Como ultimo dado, 
Alicina não altera o metabolismo da AA e PGH2, sugerindo que Alicina não tem efeito 
sobre a ciclooxigenase, não detectando qualquer ocorrência de alterações dos níveis de 
TXB2. 
ase em plaquetas e tecidos de coelho. A incubação de PRP com extrato de alho 
em dose fixa e adição de AA em concentrações maiores não conseguiram reverter a inbição 
da agregação plaquetária. Posteriormente realizou, adicionalmente a este experimento, 
outro experimento onde o PRP incubado com extrato de alho foi adicionado às plaquetas 
lavadas mais o agonista AA. Observou que a inibição da ciclooxigenase se faz  
não-competitivamente e de forma irreversível. Notou, também, que a ciclooxigenase 
pulmonar é mais sensível à inibição pelo alho do que a ciclooxigenase plaquetária. Padrão 
similar foi observado na atividade da ciclooxigenase vascular.  
As observações dos pesquisadores Srivastava (198
ncordância, pois se conclui pela possibilidade de outros mecanismos de inibição 
da agregação plaquetária, uma vez que não detectaram a inibição da via da ciclooxigenase. 
Estas observações feitas por estes pesquisadores diferem de Ali (1995) podendo ser devido 
a diferentes componentes no extrato que produziram a ação de inibição da agregação 
plaquetária.  
C
ão da via ciclooxigenase, aventou-se que está poderia ser uma resposta do 
composto adenosina. É um composto presente no extrato de alho e que foi considerada por 
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muitos pesquisadores (Reuter et al., 1987; Okuyama et al., 1989) como o principal agente 
anti agregante do alho. 
Portanto, este substrato presente no alho desencadearia a ação e sem alterações 
dos níveis d
nosina foi responsável pela maior 
atividade an
ração adenosina oral em humanos evidenciou baixa 
biodisponib
ou-se de um componente do extrato de  
alho-Dialilt lf
s avaliaram a importância da atividade do Oxido 
Nítrico sint
e a 
adesão tam
e formação de TXB2 (Lawson et al., 1992). 
Lawson et al. (1992) evidenciou que a ade
tiagregante em PRP em seu experimento. A utilização de adenosina desaminase 
(enzima que degrada adenosina) resultou em seis vezes maior o valor da concentração 
inibitória 50% no PRP.  
A administ
iliade (Lawson et al., 1992). 
Qi et al. (2000) utiliz
risu ido (DT) e avaliou o mecanismo de inibição da agregação plaquetária. 
Avaliaram qual seria o papel de AMPc e GMPc uma vez que eles são importantes 
reguladores negativos da função plaquetária. Muitos outros agentes exercem efeitos 
inibitórios com aumento intracelular de AMPc e GMPc. Concluíram que DT que foi capaz 
de promover a inibição plaquetária e a mobilização do cálcio, independente da via de 
elevação dos níveis de GMPc e AMPc.  
Outros estudos mais recente
ase (NOs) como mecanismo de ação promovido pelo alho. Das et al. (1995) em 
seu ensaio com extrato de alho em plaquetas isoladas in vitro bem como em tecidos de 
vilosidades placentárias, notaram que a atividade de NOs era dose-dependente. O extrato de 
alho mostrou aumento da atividade de Nos e da produção metabólito do Óxido Nitrico 
(NO), nitrito. Altas concentrações de extrato promoviam inibição da atividade de NOs 
embora a produção de NO deveria estar aumentada como reflexo das concentrações de 
nitrito aumentadas. Talvez isto tenha ocorrido como mecanismo modulador de feedback de 
sua própria síntese. Propuseram que a produção de NO, por ativação de NOs dependente de 
cálcio, seja o provável mecanismo pelo qual o alho exerce sua propriedade terapêutica. 
Os componentes do alho podem agir inibindo a agregação plaquetária 
bém pelo potente efeito de NO. (Maslin et al., 1997) 
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A caracterização do Nos dependente de cálcio foi estabelecida e confirmado por 
estudos posteriores (Dirsch et al., 1998) 
Dirsch et al. (1998) utilizou-se de compostos extraídos do alho como Alicina e 
Ajoene. Avaliaram a participação da síntese de NO na agregação plaquetária. Observaram 
supressão da síntese de NO em macrófagos LPS-ativado pela via mediadora em iNOs (NOs 
cálcio independente) com expressão mRNA. 
Estes fatos encontrados e adicionados aos achados de Das et al. (1995) sugerem 
que o alho podem aumentar a atividade da NOS cálcio dependente ou talvez expressar 
melhor pela inibição da expresão da NOs cálcio independente.  
Outro constituinte do alho muito estudado é o Ajoene. Várias publicações sobre 
este produto têm sido produzidas nestas ultimas três décadas.  
Ele foi isolado, patenteado e originou diversos estudos pré-clínicos e in vitro 
com agregação plaquetária. Dos constituintes do alho, Ajoene apresenta maior atividade 
antiplaquetária (Apitz-Castro et al., 1992; Agarwal, 1996). Em humanos, este apresenta 
CI50 (concentração inibitória) de 60µM comparada a alicina CI50 de 90µM (Lawson et al., 
1992; Agarwal, 1996). Ele inibe a agregação plaquetária induzida pelos agonistas 
conhecidos (estimuladores de plaquetas, ADP, adrenalina, colágeno, ácido araquidônico, 
trombina, fator de ativação de plaquetas, ionóforo cálcico [A23187]), inibindo a ligação do 
fibrinogênio aos receptores GPIIb/IIIa das plaquetas ativadas .(Apitz-Castro et al., 1991; 
Lawson et al., 1992; Agarwal, 1996) A segunda ação, acredita-se haver interferência com 
subunidade beta da proteína G (Baranard & Linter, 1992; Agarwal, 1996) Não apresenta 
efeitos sobre os níveis de AMPc plaquetário, atividade da fosfodiesterase AMPc ou 
fosforilação da proteína plaquetária P 47 e cadeia leve da miosina. (Agarwal, 1996) 
As ações antiplaquetárias são potencializadas por prostaciclina (PGI2, 
primariamente sintetizado no endotélio vascular), indometacina e dipiridamol. Foi 
identificado que o ajoene não modula a ligação dos agonistas agregantes a seus receptores 
específicos. Inibe fortemente o metabolismo do ácido araquidônico pelas vias 
ciclooxigenase e lipoxigenase, portanto, inibindo a síntese de tromboxano A2 e 12-HETE 
(12-ácido hidroxieicosatetraenóico). (Apitz-Castro et al., 1983; Apitz-Castro et al., 1988; 
Agarwal, 1996) 
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1.1.2-Alho e Pressão Arterial 
Além dos efeitos estabelecidos sobre a agregação plaquetária, tem-se 
demonstrado interesse nesta planta devido ao beneficio em prevenir doenças 
cardiovasculares (Mansell & Reckless, 1991; Kleijnein et al., 1989). 
O alho promove diminuição da pressão arterial, reduz o colesterol sérico, inibi a 
agregação plaquetária (Agarwal, 1996; Ojewole & Adewunmi, 2001).  
Sticher et al., 1991 sugerem que os efeitos podem ser devidos a uma quantidade 
de substâncias contidas no próprio alho e este poderia ser usado  como um remédio 
suplementar natural (Ojewole & Adewunmi, 2001). 
Primeiro estudo foi elaborado em 1988 por Abdul-Ghani & Amin com ratos 
onde administrou, por via intravenosa, o extrato aquoso fervido e constatou a redução da 
pressão arterial sem que não tenha sido observada, neste animal, alteração da frequência 
cardíaca. (Pantoja et al, 1991)  
Postularam a capacidade de ter propriedades diuréticas e natriuréticas havendo, 
portanto, a resposta hipotensora.  
Pantoja et al., 1991 conduziu um estudo em cães utilizando alho seco 
encapsulado administrado na forma enteral para avaliar estas propriedades. Conclui que os 
efeitos são similares àqueles quando comparados à administração em humanos do peptídeo 
atrial natriurético (PAN).  
Outros estudos postularam que os canais de K+ poderiam estar envolvidos neste 
processo, que uma vez abertos causam hiperpolarização de membrana em músculo vascular 
liso e vasodilatação. Esta hiperpolarização promove relaxamento dos canais de Ca++, L e/ou 
T, que são fechados por voltagem-dependente. Eles estão afetados pelo novo potencial de 
membrana instituído depois da hiperpolarização. (Apitz-Castro et al., 1988; Siegel et al., 
1992) 
Quando comparado os efeitos do iloprost com aqueles do ajoene, em cães e 
coelhos, houve uma ação semelhante no potencial da membrana e no tônus do vaso, nas 
concentrações de 10-6 a 10-3 mol/L. Doses acumulativas de ajoene por período de 15 min 
manteve a membrana hiperpolarizada e reduziu o tônus.(Siegel et al., 1992) 
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Trabalhos mais recentes estão voltados para papel que o oxido nítrico pode ter 
quando da administração de alho. 
Das et al. faz alusão a possibilidade do mecanismo vasoregulador seja devido 
ao cálcio dependente da NOs. (Das et al., 1995, Das et al., 1997)  
Em 1997, pesquisadores propuseram que o efeito hipotensor poderia ser 
explicado pelo NO e/ou PgI2. Propuseram também que alho teria uma ação positiva sobre a 
formação de S-nitrosotiol e como consequência aumento na disponibiliade de NO (Maslin 
et al., 1997). 
Estudo mais recente avaliou em ratos, após tratamento com L-NAME por 4 
semanas, o efeito que o alho teria sobre a resposta pressórica, quantificando a degradação 
de NO em NO2 e NO3 na urina. Concluíram alho impede o desenvolvimento de hipertensão 
arterial nos ratos tratados com L-NAME e um aumento na produção de NO. Portanto o alho 
teria um efeito inibitório do efeito de L-NAME sobre o NO induzindo atividade de NOs 
(Chaverri et al., 1998). 
Esta informação vem a colaborar com a suposição do pesquisador Das et al. da 
participação dos constituintes do alho sobre a NOs.  
Considerando a propriedade de redução da pressão arterial, o preciso 
mecanismo envolvido ainda permanece especulativo (Ojewole & Adewunmi, 2001) 
podendo ser beta bloqueio, direta ação vasodilatadora, por mecanismos colinérgicos ou 
histaminicos, ou mesmo sobre a produção de NO atuando positivamente sobre a NOs. 
O alho teve sua importância reavaliada nos meios médicos, devido aos 
inúmeros trabalhos que relataram seu efeito benéfico sobre muitos fatores de risco 
cardiovascular, como por exemplo, no controle de níveis de lipídeos sangüíneos. Houve 
controle dos fatores independentes deste risco, ou seja, a inibição da agregação plaquetária. 
(Barnard & Linter, 1992; Agarwal,1996) 
A atenuação na vasoregulação da pressão arterial também tem despertado 
interesse, podendo vir a ser utilizado em indivíduos hipertensos para seu controle e 
corroborando na diminuição do risco cardiovascular. (Siegel et al., 1992; Agarwal,1996) 
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1.2-PLAQUETAS 
As plaquetas são pequenos fragmentos discóides oriundos do citoplasma de 
megacariócitos. Possuem vida média na circulação de 8 a 10 dias, sendo removidas da 
circulação sanguínea principalmente pelo baço e fígado (Harker, 1978). Apesar de não 
possuírem núcleo, as plaquetas contêm organelas e complexos moleculares comuns a outros 
tipos celulares tais como mitocôndrias, sistema de Golgi, ribossomos e grânulos. Sua 
função primordial é manter a hemostasia formando tampões hemostáticos, ocluindo sítios 
danificados do sistema vascular. Após a ruptura de vasos sangüíneos, as plaquetas aderem 
ao tecido conectivo às margens da lesão. Após alguns minutos forma-se um tampão 
hemostático plaquetário que oclui a lesão e detém a perda sangüínea (Roskam et al., 1959). 
Esta adesão promove a ativação de receptores, presentes na membrana plasmática. 
As plaquetas podem ser ativadas através de um estímulo fisiológico tanto in 
vivo quanto in vitro.  Colágeno, Trombina (Tollefsen et al., 1974), difosfato de adenosina 
(ADP), a adrenalina (O'Brien, 1963), fator ativador de plaquetas (PAF; Chesney et al., 
1982) e metabólitos do ácido araquidônico, como o TXA2 (Armstrong et al., 1983), ou por 
policátions (Jenkins et al., 1971) e Serotonina. 
 
1.3-AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA 
A estimulação plaquetária inicia-se pela interação de um determinado agonista 
com um receptor específico presente na superfície externa da membrana plasmática. Vários 
agonistas (trombina, PAF, vasopressina e TxA2) ativam receptores associados a proteínas 
na face interna da membrana e que interagem com GTP: as chamadas proteínas G (Cassey 
& Gilman, 1988). As proteínas G atuam como transdutores entre certos receptores e 
enzimas efetoras ou canais iônicos (Gilman, 1984). 
Os vários eventos bioquímicos plaquetárias mediados por proteínas G ocorrem 
através da ativação de três enzimas alvo: adenilato ciclase, fosfolipase C (PLC) e 
fosfolipase A2 (PLA2). Estas enzimas controlam a síntese do AMPc, a estimulação da 
hidrólise do fosfatidilinositol e a liberação do ácido araquidônico a partir dos fosfolipídeos 
presentes na membrana, levando à síntese do TXA2. 
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Os fosfatidiliinositóis presentes na face interna da membrana plasmática são 
hodrolisados pela PLC. Esta enzima é dependente de Ca2+ e ativada por agonistas 
plaquetários, como trombina e colágeno, quando estes interagem com seus receptores na 
membrana (Rittenhouse & Allen, 1982; Rittenhouse, 1983). 
O fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) é o substrato preferencial da PLC e a 
hidrólise deste resulta na formação de dois outros segundos mensageiros, a Diacilglicerol 
(DAG) e o inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) (Bell & Majerus, 1980; Billah & Lapetina, 1982; 
Berridge & Irvin, 1984). 
Vários agonistas plaquetários, tais como trombina, ADP, colágeno e ácido 
araquidônico, produzem fluxo transmembranar do Ca2+ dos estoques plaquetários internos, 
causando elevação do Ca2+ citoplasmático, mesmo quando o Ca2+ extracelular encontra-se 
ligado por agentes quelantes como o EGTA. Tal efeito indica claramente que estes 
agonistas são capazes de induzir mobilização do Ca2+ interno. Por outro lado, a adrenalina 
induz aumento do Ca2+ citoplasmático e causa ativação plaquetária somente quando o Ca2+ 
externo está disponível. Desta forma, a adrenalina depende totalmente do influxo do Ca2+ 
extracelular para promover a ativação plaquetária (Ware et al., 1986). 
O aumento dos níveis citosólicos de Ca2+ permite o desencadeamento de 
processos dependentes deste íon, como a ativação da quinase da cadeia leve da miosina 
(MLCK) e a ativação de enzimas Ca2+-dependentes, como a proteína quinase C e PLA2 
(Nishikawa et al., 1980; Loeb & Gross, 1986; Brass et al., 1987). 
A PLA2 também é ativada por Ca2+ e hidrolisa fosfolipídeos de membrana, 
principalmente fosfatidilcolina, liberando o ácido araquidônico (Bills et al., 1977) que, 
normalmente, encontra-se ligado na posição 2. Este ácido é utilizado como substrato pela 
ciclooxigenase e pela lipoxigenase, dando origem a eicosanóides. A ciclooxigenase está 
localizada no retículo endoplasmático e catalisa tanto a ciclooxigenação do ácido 
araquidônico como a peroxidação do produto (prostaglandina G2 - PGG2), levando à 
formação da PGH2 e, subseqüentemente, do tromboxano A2, pela ação da tromboxano 
sintetase (Hammarstrom & Falaradeau, 1977). Em plaquetas, a quase totalidade do ácido 
araquidônico liberado é convertido em TXA2. O ácido araquidônico pode ser liberado, 
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também, apartir da DAG, através da hidrólise deste pela  diacilglicerol lipase e pela 
monoacilglicerol lipase (Bills et al., 1977; Purdon & Smith, 1985). 
A estimulação da plaqueta pelo agonista ADP faz ocorrer aparecimento de um 
especifico sitio de ligação de fibrinogênio (Zucker & Nachmias, 1985), a ativação do 
complexo integrina GPIIb/IIIa. Esta glicoproteína está presente na superfície plaquetária e 
participa da interação, mediada pelo fibrinogênio, entre diferentes plaquetas e entre 
plaquetas e superfícies artificiais e é também regulado pelo Ca++ (Bennett & Vilaire, 1979; 
Salzman et al., 1987). Mesmo com a remoção enzimática do ADP a agregação permenece. 
 
1.4-ASPECTOS FARMACÊUTICOS 
A qualidade e o valor de qualquer estudo clínico e farmacológico é sempre tão 
bom quanto a qualidade estabelecida do produto testado. Isto é especialmente verdadeiro 
para preparações derivadas de planta a qual são dificilmente padronizadas e caracterizadas 
em termos de sua composição e a quantidade de cada componente. (Lawson, 1992) 
Muitos dos produtos comercializados, à base de alho, não tem qualidade 
requerida e a eficácia está desprovida. 
A dificuldade primária do alho é a complexa base química, quantidade do 
principal substrato que contém composto sulfúrico que é o alin, a instabilidade dos 
produtos secundários originados enzimaticamente, volatilidade dos compostos sulfúricos, a 
importância da escolha do procedimento de extração, parâmetros do processo e uso de 
solventes bem como o método de padronização. (Lawson, 1992) 
Há uma variedade de produtos a base de alho no mercado com nenhum S-
componente primário e de altas quantidades de S-componentes secundários e vice-versa. 
Foram achadas estas alterações comparando as preparações em forma de pó, produzidos 
através de bulbo de alho seco moído e destilados a óleo, macerados a óleo, sucos de alho e 
extratos aromatizados de alho (onde a enzima allinase é inibida) e extratos alcoólicos de 
alho. (Lawson, 1992; Lawson, 1996) 
A diferença entre os vários produtos complica a comparação da evolução dos 
estudos.  
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Poucas publicações mostraram com qualidade os produtos comercializados, 
nenhum poderia ser achado com os problemas de formulações otimizadas ou produto 
estabilizado otimizado ou sobre o perfil de liberação dos produtos comercializados.  
A alta e a completa liberação dos ingredientes ativos é um pré-requisito 
absoluto para a alta biodisponibilidade e eficácia terapêutica.  
A existência de poucos trabalhos sobre os quais se discuti ou investiga os 
mecanismos envolvidos na agregação palquetária induzidas pelos componentes do alho, 
faz-nos especular se estes mecanismos são idênticos aos encontrados entre in vitro e in vivo 
pós-ingestão do alho. 
Há necessidade de estudos em que se promova a comparação destas 
observações ditas acima. 
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2-OBJETIVO 
1) FARMACOLOGIA CLÍNICA 
- Determinação da Farmacodinâmica:  -agregação plaquetária  
       -pressão arterial   
       -frequência cardíaca. 
- Determinação da formação de Tromboxano B2  
- Avaliação toxicológica 
 
2) FARMACOLOGIA BÁSICA 
- Determinação da agregação plaquetária in vitro apartir de extrato de Allium sp 
-.Determinação da formação de Tromboxano B2 apartir da agregação 
plaquetária in vitro de extrato de Allium sp 
-.Determinação da importância da Adenosina no processo da agregação 
plaquetária in vitro apartir de extrato de Allium sp  com a enzima Adenosina 
desaminase. 
 
3) CORRELAÇÃO  
- A agregação plaquetária e a inibição da formação de TxB2 entre os dados 
obtidos com o estudo In vitro e In vivo.  
- A agregação plaquetária e a inibição da formação de TxB2 in vivo com os 
dados obtidos através da MAPA. 
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3.1-PROTOCOLO CLINICO 
Critérios de seleção 
Foi realizada seleção de voluntários no Ambulatório de Farmacologia Clínica 
do H.C. – Unicamp para um estudo clínico do Allium sp in natura, aberto e não 
randomizado. 
Foram selecionados voluntários do sexo masculino com idade entre 18 a 35 
anos e sadios. 
A seleção dos voluntários foi realizada através consulta médica com rigorosos 
anamnese, exame físico, eletrocardiograma e exames laboratoriais que corroboram para a 
confirmação do estado de higidez: 
• Hemograma     z   Glicemia de jejum, 
• Sódio      z   Potássio, 
• Cálcio      z   Creatinina, 
• Fosfatase alcalina    z   Transaminases, 
• Proteínas totais    z   Albumina, 
• Colesterol     z   Triglicerídeos 
• Sorologia Vírus Hepatite B e C  z   Sorologia HIV 1 e 2 
• Urina I     z   Protoparasitológico, 
• Eletrocardiograma      
 
Critérios de Inclusão 
Os seguintes critérios foram preenchidos para que os voluntários pudessem 
participar do estudo: 
1. O voluntário ser do sexo masculino 
2. O voluntário ter idade compreendida entre 18 e 35 anos 
3. O peso vezes a altura do voluntário deve estar no IMC (Índice de massa 
corpórea) até o limite da condição saúdavel (até 25 Kg/m2)  
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4. O voluntário será submetido a exame clínico e considerado em boas 
condições de saúde 
5. O voluntário assinará livremente o têrmo de consentimento livre e 
esclarecido somente após ter sido esclarecido todos os elementos do 
protocolo, antes de ter iniciado qualquer procedimento referente ao ensaio 
clínico. 
 
Critérios de Exclusão 
Qualquer dos critérios abaixo exclui o voluntário do estudo: 
1. Os resultados dos exames laboratoriais que não estam dentro dos limites 
considerados normais (faixa de normalidade), dentro da média de + 10%, a 
menos que não sejam considerados clinicamente significativos pelo 
investigador; 
2. O voluntário participou em qualquer estudo experimental ou ingerido 
qualquer droga experimental dentro de três mêses de iniciado o estudo; 
3. O voluntário tem história de uso de drogas e/ou álcool, ou ingerir álcool nas 
48 horas precedentes ao início do ensaio clínico; 
4. O voluntário foi hospitalizado por qualquer motivo dentro de oito semanas de 
iniciado o estudo; 
5. O voluntário tem história de doença hepática, renal, cardíaca, hematopoiética 
ou episódios de epilepsia; 
6. O voluntário tem história de doença cardíaca ou sintomas de possível origem 
cardíaca; 
7. O voluntário tem hipo ou hipertensão de qualquer etiologia que necessita de 
tratamento farmacológica; 
8. O voluntário teve infarto do miocárdio, angina pectoris e/ou insuficiência 
cardíaca congestiva; 
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09. O voluntário tem queda da pressão arterial sistólica maior que 20 mmHg na 
posição ortostática e aumento de 20 batimentos cardíacos por minuto no 
pulso depois de permanecer 2 minutos na posição ereta; 
10. O voluntário doou ou perdeu mais que 450 ml de sangue nos três meses que 
antecederam o estudo; 
11. O voluntário tem história de hipersensibilidade significativa a qualquer tipo 
de droga; 
12. O voluntário tem qualquer outra condição que o torna impossibilitado de 
participar do ensaio clínico por critério médico; 
 
Método de desenvolvimento 
O protocolo do estudo foi submetido à Comissão de Ética da Faculdade de 
Ciências Médicas da Unicamp para aprovação de acordo com determinação da Resolução 
01/88 do Ministério da Saúde e do Conselho Federal de Medicina e de acordo com a Lei 
196/98. Aprovado e conduzido de acordo com as provisões da Declaração de Helsinki 
(1965) e de Tóquio (1975) e da revisão em Veneza (1983), Hong Kong (1989), Somerset 
Oeste (1996)  e Edinburgh (2000). 
Todos os voluntários foram comunicados dos possíveis efeitos adversos do uso 
das medicações e aqueles que expressaram desejo de continuar, assinaram o têrmo de 
consentimento livre e esclarecido. 
Tiveram, desde então, assistência e cuidados médicos e de enfermagem 
especializados. 
Foram selecionados e inclusos 18 (n=18) voluntários, porém para análise do  
estudo da agregação plaquetária foram aceitos apenas 12 (n=12) voluntários. 
Os voluntários inclusos participaram nos três grupos. Os grupos foram 
classificados da seguinte forma: Grupo sem alho (Placebo); Grupo alho dose única (3,5 g) e 
Grupo alho dose diária (3,5 g 2x/dia por 4 dias). O alho de marca Naurale®, proveniente da 
região da Argentina, foi fatiado em finas fatias de um dente de alho (3.5 g) e colocados no 
recheio do pão de queijo. No dia anterior a retirada das amostras de sangue, aos voluntários 
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foi permitido dieta geral até as 23 horas, quando, então começou jejum visando o início do 
ensaio clínico previsto para 7:00 horas do dia seguinte. 
Os voluntários permaneceram em jejum para sólidos e liquidos até 4 horas após 
a ingesta do alho na forma natural, fatiado e colocado como recheio do pão de queijo, a 
partir daí, receberam dieta geral. 
Todos os voluntários durante o período do estudo em que houveram as coletas 
de sangue, foram monitorizados por Holter de pressão arterial (MAPA). 
As amostras de sangue foram coletadas e realizadas ensaio de agregação 
plaquetária e determinação da inibição da formação de tromboxano. 
As amostras de sangue (10 ml) foram coletadas por via venosa através de 
abbocath e colocados em tubos contendo citrato trisódico (3.8% - razão 9:1 v/v). As 
amostras foram retiradas nos tempos zero, 5 min, 10 min., 15 min., 30min, 1h, 1h e 30 
min., 2h, 3 h, 4h, 5 h, 6 h, 8 h e 24hs. 
As amostras de sangue foram imediatamente conduzidas ao Laboratório da 
farmacologia para desenvolvimento do estudo da agregação plaquetária através do método 
descrito abaixo. Ainda no laboratório, após centrifugação, o plasma foi agitado em vórtex 
por 30 segundos, centrifugado a 2.000 g por 10 minutos a 4 graus. Selecionado o 
sobrenadante e colocado em tubo siliconizado para estocagem em freezer a -20 ºC para 
posterior quantificação analítica dos constituintes do alho no plasma. 
Durante toda a duração do estudo, os investigadores monitoraram cada 
voluntário para evidência de intolerância ao alho e desenvolvimento de evidência clinica ou 
laboratorial de algum evento adverso. 
No término do estudo, após uma semana, realizaram todos os exames da fase 
pre avaliação. Durante um período de 06 (seis) meses a partir da data de início do estudo 
clínico, os voluntários ficaram cobertos por um seguro de vida, para os casos de morte, 
invalidez permanente e acidentes. 
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3.2-MÉTODO DE PROCEDIMENTO PARA  ESTUDO  DA  AGREGAÇÃO 
PLAQUETÁRIA IN VIVO 
Materiais 
Ácido araquidônico e Colágeno, foram provenientes da Sigma Chemical 
Company (St Louis, EUA). Os sais utilizados, de pureza para análise, foram obtidos da 
Merck. 
 
Métodos 
A amostra de sangue humano de 12 voluntários para estudo da agregação 
plaquetária, foram protocolados. As amostras foram coletadas através do abbocath no 
volume total de 10 ml, por coleta, em tubo de ensaio com citrato de trisódico 3.8% (razão 
9:1 v/v). O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugação do sangue total à 
2000 g, em temperatura ambiente por 15 min. O sangue remanescente foi novamente 
centrifugado à 2000 g, em temperatura ambiente por 15 min. para obtenção do plasma 
pobre em plaquetas (PPP). 
 
Agregação plaquetária in vivo 
Para cada tubo coletado dos voluntários nos períodos do estudo, utilizou-se uma 
amostra de 500 µl de PRP adicionada em cuvetas siliconizadas, mantidas sob agitação 
constante a 37oC no agregômetro. As amostras foram mantidas nestas condições por 1 min 
antes da adição do agonista. A agregação foi registrada por 4 a 5 min. Os agonistas 
utilizados foram colágeno (8 µg/ml) e AA (500 µM). As concentrações dos agonistas foram 
escolhidas como sendo a mínima concentração capaz de induzir o máximo de agregação 
plaquetária em cada PRP. Em todos os tubos foram adicionados 10 µl de solução dos 
agonistas em estudo, em concentrações variadas ao PRP 
Após a agregação, o PRP foi coletado em eppendorff contendo 100 uL de 
EDTA imerso em gelo. A mistura foi rapidamente centrifugada a 2000 x g por 2 min e o 
sobrenadante coletado para quantificação da inibição da formação de TxB2. 
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A analise de TxB2 encontra-se no item abaixo denominado “Análise 
quantitativa de Tromboxano B2” 
 
3.3-PROTOCOLO EXTRATO DE ALHO 
Materiais 
ADP - SIGMA Chemical Co, St Louis, MO – USA; Ácido Araquidônico - 
SIGMA Chemical Co, St Louis, MO – USA; Colágeno - SIGMA Chemical Co, St Louis, 
MO – USA; TXB2 Enzyme Immunoassay Kit - Cayman Chemical; Sildenafil - Cristália; 
Halotano – Cristália; Etanol – Merck; Ácido Clorídrico – Merck;Hidróxido de Sódio – 
Merck; EDTA – Merck; DMSO - SIGMA Chemical Co, St Louis, MO – USA; Citrato de 
sódio – Merck. 
 
Preparo do extrato aquoso de alho 
O extrato aquoso de alho (Allium sativum) foi produzido utilizando-se alho da 
marca Naurale® proveniente da região da Argentina. Inicialmente, 10 g de alho foram 
macerados e homogeneizado em 50 mL de solução fisiológica a 4oC. O homogeneizado foi, 
a seguir, centrifugado a 2000 x g por 10 min e o sobrenadante coletado e o precipitado 
descartado. O sobrenadante foi filtrado em membrana Millipore de 0.42 µm. Durante todo 
o processo de obtenção do extrato e ao longo dos experimentos de agregação, o extrato foi 
mantido imerso em gelo. Alíquotas foram armazenadas a –20oC a fim de preservar a 
atividade sobre a agregação plaquetária. 
 
Determinação dos efeitos do extrato sobre a agregação plaquetária 
Foram selecionados (n=5) voluntários sadios ambos os sexos, isentos do uso de 
qualquer medicação uma semana antes coleta. O sangue foi coletado e o PRP preparado 
como descrito adiante.  
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Agregação plaquetária in vitro 
Em cada ensaio, utilizou-se uma amostra de 500 µl de PRP adicionada em 
cuvetas siliconizadas, mantidas sob agitação constante a 37oC no agregômetro. As 
amostras foram mantidas nestas condições por 1 min antes da adição do agonista ou 
inibidor. A agregação foi registrada por 4 a 5 min. Os agonistas utilizados foram colágeno 
(4-8µg/ml), ADP e AA. As concentrações dos agonistas foram escolhidas como sendo a 
mínima concentração capaz de induzir o máximo de agregação plaquetária em cada PRP. 
Após a agregação, o PRP foi coletado em eppendorff contendo 100 uL de 
EDTA imerso em gelo. A mistura foi rapidamente centrifugada a 2000 x g por 2 min e o 
sobrenadante coletado para quantificação da inibição da formação de TxB2. 
A analise de TxB2 encontra-se no item abaixo denominado “Análise 
quantitativa de Tromboxano B2” 
 
3.4-ENSAIO IN VITRO DA ADENOSINA DESAMINASE 
Preparação da amostra para ensaio de avaliação da participação da Adensoina na 
inibição da agregação plaquetária 
Para cada ensaio (n=5), utilizou-se de uma amostra de 500 µl de PRP 
adicionada em cuvetas siliconizadas, mantidas sob agitação constante a 37oC no 
agregômetro. As amostras foram mantidas nestas condições por 1 min antes da adição do 
agonista ou inibidor. A agregação foi registrada por 4 a 5 min. O agonista utilizado foi 
colágeno (4-8µg/ml). A concentração do agonista foi escolhida como sendo a mínima 
concentração capaz de induzir o máximo de agregação plaquetária em cada PRP. A escolha 
dos volumes de extrato de alho foi as que promoveram inibição total e parcial (próximo de 
50%) da agregação plaquetária induzida pelo colágeno. 
Tanto no PRP de maior volume de extrato de alho quanto no de menor volume, 
foram adicionados Adenosina desaminase, na concentração de 2,5 U/ml por 15 min. à 37°C 
sob agitação. Posteriormente, verificou-se a agregação plaquetária induzida pelo colágeno 
como descrito anteriormente. 
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Para validar o método foram escolhidas duas concentrações de adenosina (alta: 
100 uM e baixa: 10uM). Incubou-se com PRP por 4 min e verificou-se se ocorreu inibição 
da agregação plaquetária induzida pelo colágeno por 5 min. Uma vez obtida inibição total 
da agregação plaquetária, repetiu-se o experimento com a adição de Adenosina desaminase 
na concentração de 2,5 uM/ml por 15 min. à 37°C sob agitação. Posteriormente, verificou-
se a agregação plaquetária induzida pelo colágeno como descrito anteriormente. 
 
3.5-ANÁLISE QUANTITATIVA DE TROMBOXANO B2 
Para dosagem dos níveis de tromboxano presente no plasma de PRP utilizou-se 
do método ELISA com kit produzido pela Cayman Inc. 
 
In Vivo 
Foram selecionados e inclusos 18 (n=18) voluntários e aceitos 12 (n=12) para 
estudo da agregação plaquetária. Estes realizaram o estudo de agregação plaquetária a qual 
o agonista foi a Colágeno para estudo dos níveis de TxB2. 
Os tempos escolhidos foram 0, 1 h, 1:30 h e 4 hs. 
 
In Vitro 
Colágeno foi utilizado em diferente concentração até que se conseguisse a dose 
mínima capaz de produzir a máxima agregação em PRP com extrato de alho em uma 
concentração fixa (mg/mL). Utilizaram-se várias concentrações do extrato de Allium sp a 
fim de obtermos uma curva dose-resposta o que possibilitou a obtenção da DI 50 (dose que 
causa inibição de 50% da agregação plaquetária). 
 
Extração de TxB2
Para a quantificação do TxB2, amostras de plasma humano, 200 µl foram 
precipitadas com etanol absoluto a fim de remover as proteínas plasmáticas. Após 
centrifugação a 2.000 g, por 30 min, a 4oC, o sobrenadante foi coletado diluído em H2O 
Milli Q e o pH ajustado com HCl para ≅ 4,0 com volume final por volta de 3.5 ml. Após a 
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ativar as Colunas Waters Oasis TM HLB Cartridge com metanol 100% e H2O Milli Q, as 
amostras foram aplicadas. A amostra retida na coluna foi eluída com metanol e evaporada 
sob fluxo de nitrogênio em banho-maria a 37ºC. 
O material extraído foi solubilizado em solução tampão EIA (fornecido como 
parte do kit) e o TxB2 foi quantificado utilizando-se o kit de ELISA (Thromboxane B2 
Enzyme Immunoassay Kit - Cayman Chemical, USA). 
 
EIA para dosagem de TxB2  
Este ensaio é baseado na competição entre o composto livre a ser analisado 
(TxB2) e o composto marcado ligado a uma molécula de acetilcolinesterase por um número 
limitado de sítios de ligação de anti-soro de coelho específico. A concentração do composto 
marcado é sempre constante. Deste modo, a contagem do composto marcado que é capaz 
de ligar-se ao anti-soro de coelho, é inversamente proporcional à concentração do composto 
livre presente no poço. Este complexo anti-soro de coelho-“composto” (marcado ou livre) 
liga-se a um anticorpo monoclonal anticoelho de rato imobilizado na superfície dos poços 
da placa. Após incubação, a placa é lavada para remover os reagentes que não fizeram 
ligação e então, é adicionado ao poço o reagente de Ellman que contém o substrato para a 
acetilcolinesterase. O produto desta reação enzimática produz uma coloração amarela 
distinta, absorvida fortemente em 412nm. A intensidade desta coloração, determinada 
através de espectrofotômetro, foi proporcional à quantidade do composto marcado ligado 
no poço, que foi inversamente proporcional à quantidade do composto livre presente no 
poço durante a incubação. 
 
3.6-MÉTODO UTILIZADO PARA COLOCAÇÃO DA MAPA 
Para estudo do MAPA foram inclusos 18 (n=18) voluntários sadios.  
Foi solicitado aos voluntários que nos dias de realização dos estudos viessem 
com camisas manga larga e banho tomado. 
Chegando ao Ambulatório da Farmacologia, procedeu-se a medida de braço 
esquerdo e adequado o tamanho do manguito de pressão arterial. O manguito de pressão foi 
ajustado ao braço esquerdo de cada voluntário. A primeira medida foi realizada 7:00 hs, 
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imediatamente anterior ‘a administração do pão de queijo como realizado no Grupo Sem 
alho ou adicionado alho fatiado fresco fatiado nos grupos dose Única e Alho diário. 
A programação estabelecida nos aparelhos da MAPA foi para realizar medidas 
na primeira hora de 10 em 10 minutos (7 – 8 h), da segunda hora até a décima hora de 15 
em 15 minutos (8:01 a 22 hs) e da décima hora até a vigésima quarta hora de 20 em 20 min 
(22:01 a 6:59 hs).   
 
Equipamentos utilizados 
Agregação Plaquetária 
A agregação foi monitorada utilizando-se um agregômetro de dois canais 
(Payton Scientific Instruments, Inc., Buffalo, NY) calibrado para 0% com PRP ou 
suspensão de plaquetas lavadas e 100% utilizando-se PPP ou solução de Krebs. 
 
MAPA 
As medidas da pressão arterial foram realizada com o aparelho SpaceLabs 
Equipament, model 90207 - 30. 
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 4-ESTATÍSTICA 
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METODOLOGIA ESTATÍSTICA: 
Para descrever as Agregações plaquetárias, TxB2, Pressões Arteriais e a 
Freqüência Cardíaca foram calculadas média e desvio padrão para cada um dos 3 grupos, 
em cada tratamento. 
Para comparar as Agregações plaquetárias, TxB2, Pressões Arteriais e a 
Freqüência Cardíaca entre os grupos foi utilizado o Ajuste de modelo linear com medidas 
duplamente repetidas. 
Nos ajustes foram considerados duas estruturas distintas de covariância: uma 
entre os tratamentos aplicados no mesmo voluntário (não estruturada) e a segunda entre os 
tempos dentro de cada tratamento (auto regressiva de ordem 1).  
Para análise estatística foi utilizado:
- The SAS System for Windows (Statistical Analysis System), versão 8.2 SAS 
Institute Inc, 1989-2001, Cary, NC, USA. 
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 5-RESULTADOS 
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Dezoito voluntários do sexo masculino, saudáveis foram selecionados com 
idade media de 30.16 + 4.73 anos, uma média de peso corporal e altura de 75.01 + 9.90 Kg 
e 176.50 + 7.69 cm respectivamente. 
Agregação plaquetária foi induzida pelos agonistas AA e Colágeno e os dados 
obtidos através da incubação com as amostras de PRP extraídas de 12 voluntários. AA e 
Colágeno foram os agonistas mais sensíveis para avaliar a inibição da agregação 
plaquetária. 
Nos tempos analisados, a agregação plaquetária destes doze voluntários não foi 
inibida de forma significativa individualmente (Gráfico 1 e 2).  
 
Agregação Plaquetária in vivo 
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Gráfico 1-Agregação plaquetária em doze (12) voluntários após os diferentes tratamentos 
com alho fresco. Os resultados estão representados com a média. A agregação 
plaquetária foi induzida por Acido Araquidônico. 
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Gráfico 2-Agregação plaquetária em doze (12) voluntários após os diferentes tratamentos 
com alho fresco. Os resultados estão representados com a média. A agregação 
plaquetária foi induzida por Colágeno. 
 
A média das 24 hs da Agregação plaquetária induzida pelo agonista Ácido 
Araquidônico foi: grupo sem alho 77.22 + 1.12% (média + erro padrão), grupo dose única 
foi de 81.95 + 1.51% e grupo alho diário foi 76.63 + 3.47%. 
Considerando analise da Agregação plaquetária pelo agonista Ácido 
Araquidônico detectou-se evidência efeito estatisticamente significante da interação 
Tratamento*Tempo (p=0.001). Por essa razão novos ajustes, separadamente por grupo de 
tratamento foram realizados. 
Para os tratamentos ‘Alho Diário’ e ‘Sem Alho’, detectaram-se efeito 
estatisticamente significantes do tempo (p=0.007 e p=0.001, respectivamente). 
A média das 24 hs da Agregação plaquetária induzida pelo agonista Colágeno 
foi: grupo sem alho 75.44 + 1.53% (média + erro padrão), grupo dose única foi de 77.58 + 
2.31% e grupo alho diário foi 77.12 + 3.00%. 
Considerando analise da Agregação plaquetária pelo agonista Colágeno, porém 
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detectou-se evidência efeito estatisticamente significante da interação Tratamento*Tempo 
(p=0.01). 
Por essa razão novos ajustes, separadamente por grupo de tratamento foram 
realizados. 
Para o tratamento ‘Alho Diário’, pode-se suspeitar de diferença estatisticamente 
significativa entre os tempos (p=0.11). Para os tratamentos ‘Alho Diário’ e ‘Sem Alho’, 
não se detectaram efeitos estatisticamente significantes do tempo (p=0.24 e p=0.51, 
respectivamente). 
 
Tromboxano B2 
Analisando a formação de TxB2, das amostras coletadas dos voluntários sadios 
que fizeram ingesta de alho fresco, após agregação plaquetária induzida pelo agonista 
colágeno (Gráfico 3), notamos não haver qualquer diferença estatisticamente significativa. 
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Gráfico 3-Formação de Tromboxano B2 em plaquetas estimuladas com colágeno. PRP foi 
obtido de doze (n=12) voluntários sadios sob as diversas formas de 
administração de alho. As amostras analisadas são as mesmas da agregação 
plaquetária extraídas do gráfico 2. 
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Porém com uma nova analise estatística dos dados obtidos através da inibição 
da formação de TxB2 após cada tratamento realizado em horários pré estabelecidos, 
detectou-se somente efeito estatisticamente significante do tempo (p=0.04).  Para avaliar o 
comportamento do tempo, foi realizada comparação múltipla de médias. Como várias 
comparações foram realizadas sobre o mesmo conjunto de dados, para garantir o nível de 
signficância global foi utilizado o ajuste dos níveis de significância calculados  
(Tukey-Kramer). 
A análise das diferenças entre as médias TxB2 entre os tempos, mostrou que as 
médias observadas no tempo 00:00 diferem das médias observadas no tempo 01:00 e 01:30, 
independentemente do tratamento a que foi submetido o voluntário. 
 
Monitorização Ambulatorial da Pressão Arterial (MAPA) 
Para analise dos dados obtidos da MAPA foram considerados os voluntários 
(n=18) de cada tratamento. 
A analise do MAPA gerou em média 80 medidas de PA ao longo das 24 hs para 
cada voluntário envolvido em cada grupo e procedeu-se a analise estatistica das médias 
horárias durante as 24 hs para cada grupo de tratamento 
Comparamos grupo Sem alho (n=18), grupo Dose Única (n=18) e grupo Alho 
Diário (n=18) considerando as médias horárias nas 24 hs da Pressão Arterial Sistólica 
(PAS); Diastólica (PAD) e Freqüência cardíaca (FC) e também de acordo com Vigília (6h-
22h) e Sono (22h-6h).  
A PAS média nas 24 h no grupo sem alho foi 121.19 + 0.98 mmHg (média + 
erro padrão), no grupo dose única foi de 119.10 + 1.06 mmHg e  no grupo alho diário foi 
117.38 + 1.01 mmHg. Considerando o período de Vigília e Sono a PAS média nos grupos 
foi: sem alho - 123.85 + 1.07 mmHg e 117.78  +  1.34 mmHg; dose única - 121.93 + 1.15 
mmHg e 115.44 + 1.44 mmHg; alho diário - 119.96 + 1.08 mmHg e 114.01 + 1.37 mmHg 
(respectivamente). (Gráfico 3) 
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Pressão Arterial Sistólica
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Gráfico 4-Média da Pressão Arterial Sistólica nos voluntários que fizeram uso de sem alho 
(n=18); dose única de 3,5 g de alho fresco (n=18); alho diário - dose de 3,5 g de 
alho fresco por 4 dias 2x/dia (n=18). 
 
Observando os dados considerando analise nas 24 hs houve efeito de 
Tratamento (p = 0.05) e de Medida (p <.0001). Não se detectou evidência de efeito 
estatisticamente significante da interação Tratamento*Medida (p=0.66). Analisando as 
diferenças entre os tratamentos, detectou-se que a diferença entre Alho diário e Sem alho 
foi estatisticamente significante (p=0.04). 
Observando, porém os dados das análises dos períodos vigília e sono houve 
efeito de Tratamento (p = 0.02) e de Período (p=0.007), porém na interação Tratamento 
versus Período o valor de P foi > 0.05 (P = 0.94). Analisando as diferenças entre os 
tratamentos, detectou-se que a diferença entre Alho diário e Sem alho foi estatisticamente 
significante (p=0.01). 
A PAD média nas 24 h no grupo placebo foi 74.23 + 0.79 mmHg  (média + erro 
padrão), no grupo dose única foi de 72.76 + 0.84 mmHg e  no grupo dose diária foi 71.86 + 
0.94 mmHg. Considerando o período de Vigília e Sono a PAD média nos grupos foi: sem 
alho - 76.59 + 0.89 mmHg e 70.63  +  1.15 mmHg; dose única - 74.57 + 0.90 mmHg e 
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67.73 + 1.18 mmHg; alho diário - 74.73 + 0.86 mmHg e 66.88 + 1.15 mmHg 
(respectivamente). (Gráfico 5) 
 
Pressão Arterial Diastólica
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Gráfico 5-Média da Pressão Arterial Diastólica nos voluntários que fizeram uso de sem 
alho (n=18); dose única de 3,5 g de alho fresco (n=18); alho diário - dose de 3,5 
g de alho fresco por 4 dias 2x/dia (n=18). 
 
Observando os dados considerando analise nas 24 hs, não houve efeito de 
Tratamento (p = 0.12) e houve de Medida (p <0.0001). Não se detectou efeito 
estatisticamente significante da interação Tratamento*Medida (p=0.17).  
Observando, porém os dados das analises dos períodos vigília e sono houve 
efeito de Tratamento (p = 0.01), de Período (p = 0.01) e da interação Tratamento*Período 
(p=0.01). Em razão do efeito estatisticamente significativo da interação, considerando 
individualmente os tratamentos, detectou-se que o efeito medida nos grupos que receberam 
os tratamentos Alho Diário e Dose Única fora contra grupo Sem alho (p = 0.04 e p = 0.07 
respectivamente). 
A FC média nas 24 h no grupo sem alho foi 69.44 + 0.92 bpm (média + erro 
padrão), grupo dose única foi de 73.41 + 1.21 bpm e no grupo alho diário foi 73.41 + 1.19 
bpm. Considerando o período de Vigília e Sono a FC média nos grupos foi: sem  
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alho - 70.74 + 1.07 bpm e 65.17 + 1.32 bpm; dose única - 74.59 + 1.41 bpm e 68.81 + 1.78 
bpm; alho diário - 74.77 + 1.22 bpm e 69.20 + 1.56 bpm (respectivamente). (Gráfico 6) 
 
Freqüência Cardíaca
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Gráfico 6-Média da Freqüência Cardíaca nos voluntários que fizeram uso de sem alho 
(n=18); dose única de 3,5 g de alho fresco (n=18); alho diário - dose de 3,5 g de 
alho fresco por 4 dias 2x/dia (n=18). 
 
Notou-se efeitos estatisticamente significativos de Tratamento, Período e 
Medida. Observando os dados da FC considerando analise nas 24 hs, houve efeito de 
Tratamento (p = 0.003) e de Medida (p <0.0001). Não se detectou efeito estatisticamente 
significante da interação Tratamento*Medida (p=0.87).  Analisando as diferenças entre as 
médias de tratamento, detectou-se que a diferença estava presente entre os tratamentos 
Alho Diário e Sem alho (p=0.01).  
Observando os dados dos períodos vigília e sono, detectou-se evidência de 
efeito estatisticamente significante de Tratamento (p = 0.002) e de  Período  (p = 0.01). A 
interação Tratamento*Período não foi estatisticamente significante (p=0.99). A comparação 
múltipla de médias mostrou diferenças estatisticamente significantes entre os tratamentos 
Dose Única vs. Sem alho (p=0.01) e Alho Diário vs Sem alho (p=0.006). 
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Quando analisamos a PA sistólica e a F.C., estas apresentaram diferenças 
significativas das medidas entre o grupo da administração do alho diário versus sem alho 
(P<0.05), porém não se observou efeito tratamento ao longo das medidas de PA. Embora o 
“P” de significância para a Pressão Arterial Sistólica esteja levemente 0.05 acima podemos 
considerar que ocorreu diferença nas medidas em função dos tratamentos 
 
Médias + erro padrão dos Exames Laboratoriais pré e pós estudo 
As analises dos exames laboratoriais pré e pós estudo clínico foram realizadas e 
como se observa na tabela 1.  
Tabela 1-Verificação da diferença estatística dos resultados laboratoriais inicial e final do 
estudo clínico do alho fresco em voluntários sadios. 
 P 
Glóbulos vermelhos  
Hb 0.02 
Htc 0.36 
Glóbulos broncos (contagem total) 0.51 
Bastonetes 1.00 
Segmentados 0.57 
Lymfócitos 0.52 
Monócitos 0.94 
Basófilos 0.61 
Eosinófilos 0.36 
Bioquimicos  
GamaGT 0.03 
Glicemia 0.45 
Bilirrubina Total 0.31 
SGOT 0.89 
SGPT 0.32 
Uréia 0.38 
Creatinina 0.42 
Fosfatase Alcalina 0.05 
Acido úrico 0.79 
Colesterol 0.40 
Triglicerideo 0.37 
Albumina 0.53 
Urina  
Densidade urinária 0.42 
UWBC 0.88 
URBC 0.12 
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Não ocorreram alterações significativamente importantes nos exames 
realizados, porém alguns se apresentaram estatisticamente significativos como os exames: 
Hb (Hemoglobina), gama GT e Fosfatse alcalina sendo P: 0.02, 0.03 e 0.05 
respectivamente. 
 
Agregação Plaquetária in vitro 
Neste experimento foram utilizados os plasmas de voluntários sadios diferentes 
dos participantes do estudo do alho in vivo (n=5). 
A agregação palquetária utilizando-se do Extrato Aquoso de Alho Fresco em 
PRP, verificou-se a ocorrência da inibição da agregação plaquetária induzidos pelos 
agonistas ADP, colágeno e ácido araquidônico (gráfico 7). Verificou-se que ADP e 
colágeno foram os agonistas mais sensíveis aos efeitos inibitórios causados pelo extrato. O 
ácido araquidônico foi capaz de causar o máximo da agregação plaquetária mesmo em PRP 
incubado com doses de extrato capazes de inibir mais de 60% da agregação quando 
induzida pelos agonistas ADP ou colágeno (gráfico 7). Esta diferença foi melhor ilustrada 
quando calculamos as doses inibitórias de extrato capazes de causar 50% de inibição 
(DI50) plaquetária (tabela 2). 
Tabela 2-DI50 em mg/mL do extrato de alho sobre a agregação plaquetária induzida por 
ADP, colágeno e ácido araquidônico. 
Agonista DI50 (mg/mL) 
ADP 1.49 
Colágeno 1.27 
Ácido araquidônico 2.63 
 
A inibição da formação TxB2 mostrou-se, na sua totalidade, após a incubação 
das plaquetas com o extrato de alho e o agonista ADP. Utilizou-se das amostras onde a 
inibição da agregação plaquetária foi da ordem de 60 a 80% quando comparada àquela 
observada para o grupo controle (gráfico 8). No entanto, quando fez o uso do ácido 
araquidônico, como agonista, verificou-se que mesmo em doses de extrato capazes de 
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induzir mais de 50% de inibição da agregação plaquetária, a concentração de TxB2 não 
mostrou diminuição quando comparada com amostras do grupo controle (gráfico 9). 
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Gráfico 7-Efeito inibitório do extrato aquoso de alho sobre a agregação plaquetária em 
PRP em 5 voluntários doadores (n=5), induzida por ADP, colágeno e ácido 
araquidônico. Diferentes concentrações (mg/mL) do extrato aquoso de alho 
foram adicionados em 500 µl de PRP e incubados por 4 min a 37oC antes da 
adição do agonista. 
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Gráfico 8-Inibição de TxB2 com agonista ADP com extrato de alho em cinco voluntários 
doadores (n=5) 
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Gráfico 9-Inibição de TxB2 com agonista AA com extrato de alho em cinco voluntários 
doadores (n=5) 
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Para verificar se a adenosina, presente no extrato aquoso de alho, estava 
envolvida no mecanismo de inibição da agregação plaquetária in vitro, foram feitos testes 
(n = 5) de agregação plaquetária incubando-se com a enzima adenosina desaminase. 
Adicionou-se ao extrato de alho e os resultados obtidos encontram-se nas Tabelas 3 e 4. 
Tabela 3-Validação do método da Adenosina desaminase numa dose fixa contra duas 
diferentes concentrações  de Adenosina na agregação plaquetária induzida pelo 
Colágeno. Os resultados estão expressos como a média + o erro médio padrão 
de cinco determinações. 
 
 
Adenosina desaminase Adenosina (µM) Agregação (%) 
 
SEM 
0 100 uM 0.00 0.00 
0 10 uM 2.00 2.00 
2,5 U/mL 100 uM 68.80 6.80 
2,5 U/mL 10 uM 66.60 10.23 
 
 
 
 
Tabela 4-Avaliação da presença de Adenosina desaminase numa dose fixa contra duas 
diferentes concentrações de extrato de alho (maior concentração contra menor 
concentração expresso em mg/mL) na agregação plaquetária induzida pelo 
Colágeno. 
Adenosina desaminase 
Concentração de Alho 
(mg/mL) Agregação (%) SEM 
  75.80 2.63 
 1.97 0.00 0.00 
 0.66 47.00 7.69 
2,5 U/mL 1.97 0.40 0.40 
2,5 U/mL 0.66 68.00 4.46 
 
Notamos na validação que o teste é representativo e foi capaz na presença da 
enzima Adenosina desaminase promover a agregação plaquetária que estava, então, inibida 
pela Adenosina. 
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Já os experimentos com extrato de alho fresco com concentrações diferentes, 
porém a mesma concentração da enzima Adenosina desaminase, proposta na validação, foi 
capaz no menor concentração de alho inibir 100% da agregação enquanto que o maior 
concentração foi capaz de inibi-la parcialmente. 
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O alho é considerado por diferentes culturas como um agente capaz de 
promover cura. É comumente usado nos diferentes paises do mundo (Lawson et al., 1992). 
Há das mais variadas formas de apresentação de alho no mercado. Elas podem 
ser in natura ou nas formas comerciais processadas em cápsulas com óleo vegetal, pó seco 
desidratado e etc (Lawson et al., 1992).  
Na medicina popular é empregado na prevenção de acidente vascular 
isquêmico, trombose coronária e ateroesclerose, bem como para tratamento de diversas 
doenças incluindo infecções e desordens vasculares. A ele também é reputada a capacidade 
de reduzir os níveis de colesterol e aumentar o tempo de coagulação sanguínea (Block  
et al., 1986) 
Para comprovação destas capacidades curativas, vários estudos foram 
conduzidos para avaliar os efeitos dos diferentes componentes do alho na agregação 
plaquetária. Inúmeras preparações comerciais foram testadas como agentes 
antiplaquetários.  
Os resultados obtidos, na sua maioria, não foram conclusivos (Ali, 1995). 
 Houveram estudos em animais que avaliaram agregação plaquetária que 
provaram sua capacidade de inibir (Srivastava,1984; DeBoer & Folts, 1986) e os realizados 
em humanos também conseguiram evidenciar a mesma eficiência tanto in vitro (Phillip & 
Poyser, 1978; Mohammad & Woodward, 1986) como ex vivo (Gaffen, 1984)  
Sabe-se que os constituintes do alho e suas preparações variam muito, tanto 
qualitativamente quanto quantitativamente (Lawson et al., 1992). 
Estudos químicos com detecção UV em dentes de alho para determinação das 
substâncias presentes foram realizados e identificaram uma grande presença de Alicina e 
em menores quantidades de outros tiosulfinetos e Adenosina (Lawson et al., 1992). 
Estudos que removeram estas substâncias não foram capazes de evidenciar 
qualquer efeito inibitório na agregação plaquetária (Lawson, 1996). 
Este estudo clínico da agregação plaquetária utilizou-se de alho na forma in 
natura e foi conduzido em voluntários sadios (n=12) que não ingeriram alho (grupo 
placebo); uma única dose de 3,5 g de alho (dose única) ou doses múltiplas de alho de 3,5 g 
duas vezes ao dia por quatro dias (dose diária). 
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Na literatura não há dados disponíveis quanto a esta metodologia de análise 
empregada. Não há relatos na literatura de que tenham feito determinação da agregação 
plaquetária em diversos tempos após ingesta e, como também, uso diário de dente de alho 
fresco para voluntários sadios.  
Há sim um estudo realizado por Bordia em 1978, que avaliou o comportamento 
da agregação plaquetária em 6 vol. sadios. Foram realizadas apenas 3 coletas de sangue 
sendo primeira em jejum a segunda imediatamente após jejum com 5 ug de extrato oleoso 
na seringa e a terceira cinco dias depois após administração diária de extrato oleoso de alho 
25 mg. Como resultado notou haver inibição da agregação no quinto dia igual ao que havia 
encontrado no primeiro dia (Bordia, 1978).  
Há um estudo mais recente que utilizou extrato de alho envelhecido, 
administrado de forma crônica em voluntários sadios, porém a observação da agregação 
plaquetária foi realizada após completar-se 13 semanas e induzida por um único agonista, 
ADP. Mesmo assim considerando esta forma de condução, evidenciou inibição da 
agregação plaquetária mas sem alterações plasmáticas na formação de TxB2 e  
6-ceto-PGF1α  (Rahman & Billington, 2000).  
Portanto, diante destes estudos descritos, o que observamos é que estes diferem 
de nós pela metodologia empregada e a forma de administração.  
O estudo clínico piloto por nós realizado, os dados preliminares indicaram que 
a dose única provocara uma discreta inibição da agregação plaquetária induzida pelo 
colágeno por volta de 0:30 a 2:00 h após a ingesta. Apesar de haver um desvio padrão 
considerável, esta observação tornou-se importante, uma vez que a diminuição ocorria de 
modo progressivo, iniciando no tempo 0:30 h, com o máximo de inibição por volta de 1:30 
h. (dados não disponíveis). As agregações plaquetárias induzidas pelos agonistas ADP e 
AA não mostraram qualquer diferença entre o tratamento dose única e o controle. 
Também não tinha sido observada nenhuma diferença significante na agregação 
plaquetária induzida pelo ADP após o período em que os voluntários receberam dose diária 
inclusive no dia da internação quando recebeu mais 3,5 g de alho no tempo zero de coleta. 
Diante dos indícios promissores, o estudo clínico foi conduzido com 12 
voluntários e a analise estatística foi realizada. 
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A agregação plaquetária induzida pelo agonista AA detectou interação 
tratamento versus tempo (P = 0.001). Então com esta analise, levando-se em conta o 
tratamento, observou efeito de tempo nos grupos alho diário e placebo (P< 0.05). Mostra 
que a diferença está nestes grupos e não entre os grupos.   
Na agregação induzida pelo Colágeno também se observou efeito tratamento 
versus tempo (P < 0.012). Já a analise do tratamento não houve diferença significativa ao 
longo do tempo nos grupos. Da mesma forma este mostrou não haver diferenças entre os 
grupos e nem dentro do mesmo. 
Mas um fato chama atenção em relação ao grupo alho diário que evidenciou 
diferença ao longo do tempo na agregação plaquetária induzida pelo agonista AA. Embora 
a analise estatística tenha evidenciado P = 0.113 para o grupo alho diário que utiliizou o 
agonista colágeno, o fato é que sugere haver diferenças no tratamento ao longo do tempo 
também. 
Embora o estudo estatístico das médias da agregação plaquetária nos 
voluntários sadios, tanto para o agonista AA quanto para o agonista colágeno, tenha 
observado estas diferenças do tratamento ao longo do tempo, notamos, porém, analisando 
melhor os gráficos que isto se deve ao fato das curvas terem se mostrado não constante. Os 
altos e baixos ao longo do tempo pode ter originado uma analise estatística equivocada. A 
outra possibilidade deste equivoco é que o numero de voluntários tivesse pequena tendo 
então uma alta variabilidade. 
O trabalho realizado por Bordia, 1978, poderia suportar, em parte, os nossos 
achados naqueles voluntários que fizeram uso diário de alho fresco, não se observando, 
porém qualquer alteração da agregação plaquetária nos voluntários que fizeram uso da dose 
única.  
Para melhor esclarecer se houve ou não inibição da agregação plaquetária, 
adicionalmente realizou-se a quantificação de TxB2 nestes voluntários que participaram nas 
três diferentes fases (placebo, dose única e dose diária). Diante dos melhores resultados 
com o agonista Colágeno e pelo fato também de ser um agonista forte, optou-se pela 
agregação por ele induzida.  
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Na determinação da inibição de formação de TxB2, optou-se pelos tempos  
pré-administração e posteriormente 1 h, 1:30 h e 4 hs após administração. Estes tempos 
escolhidos, eram os tempos que indicavam no estudo preliminar uma resposta a inibição da 
agregação plaquetária  
Notou-se que a quantidade de TxB2 não está diminuída nos que ingeriram alho 
dose única e dose diária. Observando com mais detalhe naqueles que fizeram ingesta de 
dose diária, a síntese de TxB2 está menos inibida que aquele que foi do grupo placebo ou 
mesmo dose única.   
A partir destes dados não se consegue extrair a ação inibitória sobre a 
ciclooxigenase do estudo das agregações plaquetárias dos voluntários sadios. 
A maioria dos estudos que discutiu a ação sobre a atividade da ciclooxigenase 
foi estudo in vitro, utilizaram extrato oleoso de alho e que consideraram haver inibição 
(Srivastava et al., 1993; Mayeux et al., 1988; Ali, 1995). Entretanto a inativação da 
atividade da ciclooxigenase não é pré requisito para inibição da agregação plaquetária, uma 
vez que estudos com baixas concentrações de extrato de alho não tiveram efeito sobre esta 
atividade enzimática mas puderam, ainda,  atenuar a agregação plaquetária (Srivastava, 
1984) 
Já em relação à determinação do valor de inibição de TxB2, há somente na 
literatura um estudo em humanos que evidenciou a inibição da formação a partir do 
bloqueio da metabolização do ácido araquidônico. 
Rahman & Billington, 2000, estudou 23 voluntários sadios administrando 5 ml 
de extrato de alho envelhecido, misturado ao suco de frutas, uma vez ao dia por 13 
semanas. Analisou a inibição da agregação plaquetária e a formação de TxB2 e  
6-ceto-PGF1α induzida pelo agonista ADP.  Concluiu que ocorria de 70 a 80% da inibição 
da agregação plaquetária e houve um decréscimo de 32% na formação de TxB2 que não foi 
significante estatisticamente (P<0.065). 
É provável que muitos dos efeitos observados nos estudos publicados tenham 
sido: primeiro - devido a doses administradas ser superior a que foi utilizada e segundo - 
outros componentes do alho disponíveis nas apresentações comerciais que o dente de alho 
após finas fatias, não conseguiu em tempo hábil produzi-los. Rahman & Billington, 2000, 
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considera que o maior problema na interpretação dos estudos publicados seja devido as 
mais variadas forma de preparação do alho como por exemplo no estudo por ele conduzido 
tinha o maior componente organosulfúrico - SAC. 
Lawson et al., 1992 em seu estudo experimental observou que alicina é 
responsável pela agregação plaquetária in vitro e comparou com os estudos clínicos 
realizados por outros pesquisadores com doses elevadas de alho que não conseguiram 
comprovar esta inibição. Conclui-se que a enzima alinase que é responsável pela conversão 
de alin em alicina e é inibida pelo suco gástrico (Lawson & Wang, 2001) e considerou 
então que o efeito não atingido foi pela não absorção de alicina. 
Outra substância muito abundante no alho é adenosina e que se mostrou in vitro 
ser potente antiagregante plaquetária. Em humanos sua absorção é muito pobre e atingindo 
a corrente sanguínea, ela é rapidamente captada e metabolizada pelos eritrócitos (Lawson  
et al., 1992). 
Então estas considerações poderiam justificar uma explicação para o fato de ter 
sido diferentemente do observado em estudo in vitro com extrato aquoso de alho. Porém, a 
não comprovação da inibição da síntese do TxB2 nos voluntários sadios, poderia ter sido 
decorrente do número pequeno de voluntários, grande variabilidade entre eles que foi 
evidenciada na analise estatística ou a quantidade de alho in natura administrada 
insuficiente para produzir o efeito esperado e/ou as substâncias produzidas não tiveram 
absorção ou produziram metabólitos incapazes de promover alguma ação sobre as 
plaquetas. Além do mais neste estudo tornou-se claro que a simples observação de nenhum 
efeito sobre a analise pura dos dados obtidos da agregação plaquetária não indica que pode 
realmente ter ocorrido a inibição e que se faz necessário complementar com a analise das 
concentrações da inibição da formação de TxB2.  
No estudo in vitro onde o extrato aquoso de alho foi adicionado diretamente ao 
PRP, o colágeno mostrou-se mais sensível ao efeito inibitório do alho sobre a agregação, 
dada a menor DI50 (1.49 e 1.27 mg/ml), mostrando ser concentração-dependente. No 
entanto, a mesma concentração do extrato de alho que foram capazes de inibir mais de 60% 
da agregação induzida pelo colágeno ou ADP, foi ineficaz em amostras incubadas com 
ácido araquidônico. A DI50 de 2.63 mg/ml foi praticamente 2 vezes maior para amostras 
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estimuladas com ácido araquidônico. Estes resultados sugerem que, em baixas quantidades, 
o extrato de alho pode inibir a agregação plaquetária sem afetar de forma significativa a 
atividade da ciclooxigenase. Em concentrações mais elevadas, a ciclooxigenase foi inibida 
pelo extrato, o que pôde ser evidenciado pela inibição da agregação induzida por ácido 
araquidônico. Os resultados com o TxB2 confirmou estes achados, pois quantidades de 
extrato que foram capazes de inibir a agregação plaquetária induzida por todos agonistas, 
inclusive àquela induzida por AA, não causou diminuição significativa da síntese de TxA2 
induzida por AA.  
Estes achados concordaram com o observado por Srivastava, 1984, que 
mostrou que pequenas quantidades de extrato aquoso de alho necessárias para atenuar a 
agregação plaquetária foi muito menor que a necessária para causar uma modesta redução 
(13 – 18%) na produção de TxB2  
Desta forma, outros mecanismos, além da inibição da ciclooxigenase 
plaquetária, estão envolvidos no mecanismo de ação do extrato de alho. 
Alicina, um dos principais componentes do extrato de alho, possui atividade 
anti-agregante muito forte in vitro, sem afetar a atividade da ciclooxigenase plaquetária, 
não interferindo com a síntese do TxA2 ou AMPc (Mohammad, 1986).  
Alicina inibe também a agregação plaquetária em sangue total de seres 
humanos (IC50 = 90uM) (Lawson et al., 1992; Agarwal, 1996). 
Além da alicina, extrato aquoso de alho é rico em adenosina, um nucleosídeo 
purina que tem forte atividade antiplaquetária e vasodilatadora. A adenosina inibe 
fortemente a agregação plaquetária induzida por colágeno em PRP (Lawson et al., 1992). 
Makheja e Bailey, 1990, relataram que o extrato aquoso do alho contém adenosina e que 
aproximadamente 50% da atividade total plaquetária in vitro foi devido à presença de 
adenosina no extrato de alho. No entanto, a adenosina não causa inibição da agregação 
plaquetária em sangue total de seres humanos devido a sua rápida recaptação celular e 
metabolismo pelas células (Lawson et al., 1992, Agarwal, 1996). A adenosina é 
rapidamente metabolizada na maioria dos tecidos pela desaminase adenosina celular e 
adenosina quinase. A meia-vida da adenosina em sangue humano é menor que 30 seg.. A 
atividade total da adenosina desaminase dos eritrócitos) somente podem degradar 135 mg 
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de adenosina por minuto. De modo semelhante, outros tecidos corpóreos também possuem 
a alta atividade desta enzima, tornando possível que a adenosina presente no alho 
sobreviverá menos que 1 min após absorção no trato gastrointestinal. Além disso, vários 
outros estudos in vitro sugeriram que a adenosina não é um princípio ativo do alho que 
demonstra atividade anti-trombótica in vivo. Por exemplo, o extrato de alho inibe 
fortemente a agregação plaquetária em PRP de rato (Agarwal e Wang, dados não 
publicados), embora, a adenosina não é inibitória. Além disso, a agregação plaquetária 
induzida por cálcio ionóforo (A2331187) pode ser bloqueada por extrato de alho, mas não 
por adenosina. Os achados acima demonstram claramente que a adenosina não tem nenhum 
papel no efeito terapêutico do alho (Agarwal, 1996). 
Como o extrato de alho contém alta concentração de adenosina e que esta 
substância pode estar influenciando os resultados, então promoveu o estudo da atividade 
inibitória do extrato de alho in vitro após a degradação da adenosina pela pré-incubação do 
extrato com a enzima adenosina desaminase. 
Lawson et al.,1992, em seu experimento havia detectado que a remoção de 
adenosina com adenosina desaminase havia um aumento seis vezes no valor da 
concentração de inibição 50% da agregação plaquetária em PRP. 
No nosso experimento, após a incubação com Adenosina desaminase em duas 
concentrações diferentes de extrato de alho, houve redução no nível de inibição da 
agregação no tubo com menor concentração de extrato de alho. A redução no tubo de maior 
concentração de extrato de alho não foi total, portanto, possibilita-nos concluir que existam 
outros componentes envolvidos que promovendo a inibição da agregação. Desta forma, a 
adenosina não é o principal fator inibitório presente no extrato de alho utilizado em nossos 
experimentos. 
Este dado vem validar o achado não publicado de Srivastava (1984) porém com 
a diferença de ter sido evidenciado com o agonista colágeno e não com o agonista AA. 
Com este achado afastou a possibilidade desta ocorrência ser devida a 
Adenosina, presente abundamente no extrato de alho. 
Conjuntamente ao estudo clínico da agregação plaquetária em voluntários 
sadios, realizamos estudo do comportamento pressórico através da MAPA.  
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A MAPA nestes últimos 10 anos tem sido utilizado com freqüência no 
cotidiano médico (Pickering, 1998). 
A MAPA é uma técnica através da qual múltiplas e indiretas leituras de PA 
podem ser obtidas em um período que pode variar de 1 a 7 dias durante as atividades 
habituais do individuo.  É um exame não invasivo que oferece um numero elevado de 
leituras de PA nas 24 hs inclusive podendo distinguir os períodos vigília e sono e que 
possibilita ao médico uma analise global do ritmo nictemérico da PA e de FC (Pereira & 
Pires, 2003). 
A utilização da MAPA está voltada para, além identificação de HA , a 
avaliação da eficácia terapêutica anti-hipertensiva, o prognostico para eventos 
cardiovasculares fatais e não-fatais (Pereira & Pires, 2003) e experimentação clinica (van 
Ittersum et al., 1998). 
Todas variáveis obtidas através da MAPA podem ser analisadas inclusive as 
médias pressóricas sistólicas e diastólicas nas 24 hs bem como nos períodos vigília e sono 
(Pereira & Pires, 2003). 
A relação entre alho e PA tem sido notada por vários anos. 
Loeper & Debray (1921) foram os primeiros a descrever a redução da PA.  
Após este houve, na sua maioria, trabalhos clínicos, observacionais, de 
avaliação da redução de níveis de lipídeos e pressão arterial em indivíduos que 
apresentavam doença metabólica ou hipertensiva. (Ernst, 1987; Gadkari & Joshi, 1991; 
Adesh et al., 1993; Steiner & Lin, 1997).  
Estudos sobre o comportamento da pressão arterial sempre despertaram 
interesse em muitos pesquisadores.  
Sabe-se que indivíduos cujos níveis de pressão arterial superam as cifras médias 
da população, em geral, tendem a ter maior risco de eventos cardiovasculares aumentando 
de sobremodo a morbi-mortalidade (NIH, 1997). 
Produtos naturais sempre foram objetos de pesquisa quando fontes antigas 
atribuem a elas capacidades curativas (Mansell & Reckless, 1991; Kleijnein et al., 1989) 
entre eles o alho (Agarwal, 1996). O alho é milenarmente conhecido pelas suas 
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propriedades cujo beneficio está em prevenir doenças cardiovasculares (Mansell & 
Reckless, 1991; Kleijnein et al., 1989). 
Com referência a esta propriedade descrita acima, avaliaram não o alho como 
redutor de evento cardiovascular, mas a capacidade de promover decréscimo da PA 
(Loeper & Debray , 1921). 
Esta avaliação foi um precursor para que novos estudos ocorressem e abrissem 
espaço para a possibilidade de se ter no futuro uma substânica natural capaz de diminuir 
eventos cardiovasculares a partir do controle pressórico.  
Diversos outros estudos pré-clinicos e clínicos foram realizados e as analises 
feitas de como, principalmente como algumas substâncias, poderiam interferir no 
comportamento da pressão arterial (Agarwal, 1996; Apitz-Castro et al., 1988; Pantoja et al., 
1991; Martin et al., 1992; Siegel et al., 1992; Silagy & Neil, 1994). 
Estes estudos utilizaram-se das mais variadas preparações a base de alho e 
foram conduzidos por vários pesquisadores (Agarwal, 1996).  
Estudos em animais anestesiados, para avaliação do comportamento pressórico, 
que foram submetidos a administração de alho em pó encapsulado, apresentaram após 250 
min. resposta depressora da pressão arterial (Pantoja et al., 1991; Martin et al., 1992) e 
queda da frequência cardíaca. (Martin et al., 1992) 
Os estudos clínicos disponíveis que avaliaram o decréscimo da pressão arterial 
foram conduzidos em indivíduos que apresentavam doença como hipertensão arterial e/ou 
dislipidemica. 
As primeiras observações datam de 1941 a 1983 e foram realizados em 
indivíduos hipertensos com uso diário extrato oleoso de alho. Evidenciaram a possibilidade 
de reduzir a PA sistólica na média de 12 a 30 mmHg e a PA diastólica na média de 7 a 20 
mmHg (Ernest, 1987). 
Outro ensaio pequeno foi conduzido com média de duração de 12 semanas 
(intervalo de 4 semanas a 10 meses), raramente controlado e utilizava-se de 600 a 900 
mg/dia de preparação de alho seco (Kwai) que equivale a 1.8 – 2.7 g/dia de alho fresco. Os 
autores mostraram decréscimo pressórico, quando comparado entre alho versus placebo, em 
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torno de 11.1 a 7.7 mmHg na PA sistólica e 6.5 a 5.0 mmHg na PA diastólica (Silagy & 
Neil, 1994). 
Para uma avaliação melhor dos resultados publicados, uma meta-análise foi 
produzida e utilizou-se de vários ensaios clínicos. Analisou o comportamento da pressão 
arterial, nos mais diferentes protocolos, aberto ou não, randomizado ou não e com ou sem 
placebo, sob a ação de uma preparação de pó sêco de alho. Embora tenha concluído que há 
queda dos níveis de pressão arterial, considera ter dados insuficientes para recomendar 
como benefício na utilização clínica (Silagy & Neil, 1994). 
Idealizou-se assim, como forma de esclarecer, se há um decréscimo da pressão 
arterial, adicionalmente ao estudo da agregação plaquetária, em voluntários sadios. Este 
como meio de validar os achados dos estudos pré-clínicos e clínicos descritos 
anteriormente. 
Os equipamentos que realizaram as medidas de pressão arterial foram mantidos 
no braço dos voluntários por um período de 24 h após as duas formas de administração de 
alho fresco e o grupo placebo. 
Obtiveram-se em média de 80 medidas de pressão arterial nas 24 h e realizou-se 
as analises das médias das 24 h e dos períodos, vigília e sono.     
Neste experimento mesmo com um numero pequeno de voluntários sadios 
sugeriu haver decréscimo na pressão arterial tratados com alho fresco na quantidade de 3.5 
g  
A analise estatística utilizando-se das médias dos valores obtidos nas 24 h 
através da MAPA mostrou haver diferenças significativas entre as três formas de 
tratamento idealizado. Houve efeito medida ocorre ao longo do tratamento nas 24 h de 
análise. E o efeito período, considerando vigília e sono mostrou, também, haver diferenças 
entre os tratamentos. 
A PAS considerando a média das 24 h demonstrou haver diferença entre os 
grupos alho diário e o grupo placebo. Podemos observar de forma mais clara no gráfico da 
PAS que há uma queda significativa da PA no período de 4 a 8 hs no grupo alho diário 
contra os outros dois grupos. Estes dados são similares àqueles relatados em pacientes 
hipertensos tratados com uma única dose (300 mg) de Kwai (extrato sêco de alho) porém a 
Discussão 
76
observação identificou diminuição tanto da PA sistólica (não estatisticamente significativo) 
quanto da PA diastólica (estatisticamente significativo) (MacMahon et al., 1993).   
E considerando os períodos sono e vigília ocorreu efeito de período entre os 
grupos alho diário e grupo placebo.  
A PAD, no entanto, considerando a média das 24 h, apresentou efeito medida 
que corresponde que a analise das medidas de PA ao longo do tempo teve diferenças entre 
elas e, portanto, para esclarecer melhor, realizou-se a avaliação da interação. Com esta 
modalidade de analise mostrou não haver diferenças entre os grupos. A primeira diferença 
observada na estatística corresponde às diferenças de comportamento da PA nos períodos 
sono e vigília. 
E considerando os períodos, vigília e sono, foi capaz de evidenciar diferença 
entre os grupo alho diário e dose única contra grupo Placebo.  
A FC média de 24 h evidenciou efeito de medida entre o grupo alho diário e 
grupo placebo e nos períodos sono e vigília houveram diferenças entre os grupo dose única 
e alho diário contra o grupo placebo. Da mesma forma que ocorreu decréscimo na PAS, 
observamos no gráfico da FC no grupo alho diário, um aumento da freqüência cardíaca 
nestes mesmos tempos. Lembrando-nos como um mecanismo compensatório da queda da 
PAS que é o aumento da FC. 
Esta significante diferença evidenciada na FC e, em particular, o aumento da 
FC quando a PAS caiu, são, provavelmente, indicativos de mecanismos compensatórios 
dirigidos à manutenção da PA dentro dos limites aceitáveis. A não observação da queda dos 
níveis da PAD não invalida a analise, entretanto, suspeita-se que esta deveria ter ocorrido, 
porém não foi visualizada no gráfico e identificada estatisticamente pelo numero pequeno 
de voluntários participantes da pesquisa. 
Esta observação se contra-põe aos estudos em animais anteriormente realizados 
por outros pesquisadores onde observaram diminuição da freqüência cardíaca (bradicardia) 
(Pantoja et al., 1991; Martin et al., 1992) mimetizando uma resposta de bloqueio beta 
adrenérgico (Ojewole & Adewunmi, 2001). Analises em músculo liso isolado de ratos 
renovascular hipertensos ocorreu uma atividade vasodilatadora direta. É possível que esta 
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hipotensão seja devido, marcadamente, a ativação de eNOs e aumento de NO (Chaverri  
et al., 1998; Ojewole & Adewunmi, 2001).  
Estes resultados suportam que baixas quantidades de alho fresco e por períodos 
não longos são capazes de promover alterações no comportamento da pressão arterial 
evidenciados através da MAPA em voluntários jovens sadios. 
Faz- nos supor a ação terapêutica que o alho terá nos indivíduos, que no curso 
da vida, desenvolvem hipertensão arterial. 
Embora se tenha detectado alterações no comportamento da PA e da FC não se 
conseguiu correlacionar com os efeitos sobre a agregação plaquetária e a inibição da síntese 
de TxB2 nos voluntários sadios. 
Há de se supor que alguma(s) da(s) substância(s), metabólitos ou não, 
produzida pelo dente de alho foi absorvida e capaz de promover indícios de ação sobre o 
sistema cardiovascular.  
Para obter-se o efeito preventivo a qual o alho tem demonstrado é necessária a 
suplementação diária alimentar por longos períodos. O uso por longos períodos levanta 
discussão sobre os possíveis efeitos tóxicos. 
Inúmeros estudos clínicos e toxicológicos com extrato aquoso de alho 
realizaram-se nestas duas décadas. A segurança foi estabelecida através destes estudos: 1) 
testes de toxicidade aguda e subaguda; 2) teste de toxicidade crônica; 3) testes de 
mutagenicidade; 4) testes de toxicidade geral; 5) testes de teratogenicidade; 6) testes de 
toxicidade conduzidas pela FDA e 7) estudos clínicos conduzidos com mais de 1000 
indivíduos (Amagase et al., 2001). 
Neste estudo clinico conduzido com voluntários sadios, não se observou ou 
relataram qualquer efeito toxicológico com a utilização de dente de alho, 3,5 g/dia, na 
forma natural tanto na administração única como na de 2x/d por 4 dias. 
A analise estatística dos exames laboratoriais pré e pós do estudo clínico foram 
realizadas. Observou-se estatisticamente significativo alterações nos exames de Hb, 
gamaGT e fosfatase alcalina. Alterações no exame Hb poderia ser esperada pela coleta de 
sangue realizada e de forma freqüente, mas as outras não têm explicação aceitável. Para 
maior esclarecimento deveria ser realizado uma analise histopatológica de uma amostra 
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hepática por biopsia. Estudos em animais perfundidos através de sistema porta de fígado de 
ratos com substâncias extraídas do alho não se observou qualquer alteração quando baixas 
doses de alicina foram usadas, porém em altas doses foram capazes de promover dano 
celular (Egen-Schwind et al.,1991)  
Os efeitos variáveis do alho na inibição plaquetária e comportamento da PA 
relatados em alguns estudos clínicos podem refletir os diferentes compostos organo-
sulfurados contidos nos produtos a base de alho. Estes efeitos variáveis podem ainda ser 
tanto devido a muitos compostos instáveis quanto a muito pequenas absorções que ocorrem 
no trato gastro-intestinal. (Steiner & Lin, 1997) 
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- Alho na forma in natura e em pequenas quantidades não causam inibição da 
agregação plaquetária in vivo. 
- Alho in vitro promove inibição da agregação plaquetária.  
 - Alho tem diferenças entre os possíveis mecanismos de ação inibitória sobre a 
agregação plaquetária quando da analise em in vitro  
- Indícios de benefícios da utilização diária de alho sobre a resposta pressórica 
Nenhuma manifestação toxicológica observada nos voluntários sadios que 
utilizaram principalmente a dose diária de alho  
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